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Laser micro dissection of tissue samples for culture uses a l^^r beam to cut 
border around section, leaving connecting strip which is cut using single, 
focused laser impulse which is wider than previous cut, so that section falls 
out 
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Abstract of DEI 0043506 
Laser micro dissection of the most interesting 
section (23) of a sample comprises: (a) using a 
laser beam to cut a border (25) around the 
section, leaving a connecting strip (26) with the 
surrounding sample (4); and (b) cutting the strip 
using a single, focused laser impulse which is 
wider than the previous cut, so that the section 
falls out of the main section due to gravity. 
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@ Verfahren und Vorrichtung zur Laser-Mikrodissektion 

@ Es wird ein Verfahren zur Laser-Mikrodissektlon inter- 
essierender Probenbereiche (23) einer Probe (4) angege- 
ben. In einem ersten Schritt wird mittels eines Laser- 
strahls (7) eine den interessierenden Probenbereich (23) 
umschliedende, offene Schnittlinie (25) erzeugt. An der 
offenen Stelle der Schnittlinie (25) bleibt dabel ein Steg 
(26) stehen, welcher den interessierenden Probenbereich • 
(23) mit der umgebenden Probe (4) verbindet. In einem 
zweiten Schritt wird der Steg (26) mit einem einzigen, auf 
ihn gerichteten Laserimpuls durchtrennt, wobdurch die 
Schnittlinie geschlossen ist. Dabei wird der interessieren- 
de Probenbereich (23) von der Probe (4) getrennt und fallt 
unter Einwirkung der Schwerkraft in ein Auffangbehaltnis 
(19). 
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Beschreibung 

[0001] Die Erfindung bethifi ein Verfahren zur Laser-Mi- 
krodissektion interessierender Probenbereiche einer Robe, 
die auf einem Probenhalter aufgebracht ist. S 
[0002] Mit Mikrodissektion wird im Bereich der Biologie 
und der Medizin ein Verfahren bezeichnet, mit dem aus ei- 
ner im allgemeinen flachen Probe (bei spiels weise Zellen 
Oder ein Gewebeschnitt) ein kleines Stiick mit einem feinen, 
fokussierten Laserstrahl ausgeschnitten wird. Das ausge- lO 
schnittene Stiick steht damit fiir weitere biologische oder 
medizinische (z. B. histologische) Untersuchungen zur Ver- 
fiigung. 

[0003] Die WO 97/11156 A2 beschreibt ein System zur 
Bereinigung von Zellkulturen. £s umfasst ein aufrecbtes 15 
Mikroskop mit einem in das Mikroskop eingekoppelten La- 
serstrahl, vorzugsweise UV-I^erstrahL Ungewiinschte 
Zellkulturen eines Gewebediinnschnittes auf der Oberseite 
eines planare Tragers werden mit dem fokussierten Laser- 
sUrahl weggebrannt Die verbliebenen ZeUen werden von 20 
dem IVager physikalisch abgeldst und zeilbiologisch unter- 
sucht. 

[0004] Die WO 97/29355 Al (bzw. die koirespondie- 
rende US 5,998,129) und die im wesentlichen wortgleiche 
WO 97/29354 Al beschreiben ein solches Verfahren und 25 
eine Vorrichmng zur Laser-Mikrodissektion. Die Probe ist 
auf einem festen, planen Trager angeordnet, beispielsweise 
einer polymeren Tragerfolie, die iiber einen laboriiblichen 
Objekttrager aus Glas gespannt ist. Das beschriebene Ver- 
fahren arbeitet in zwei Schritten. In einem ersten Schritt 30 
wird mit einem Laserstrahl ein interessierender Probenbe- 
reich, auf dem sich z. B. ein selektierter Zellverband oder 
ein histologischer Schnitt befindet, mit einem Laserstrahl 
ausgeschnitten. Die Schnittlinie des Laserstrahls beschreibt 
dazu eine geschlossene Kurve um den interessierenden Pro- 35 
benbereich. Nach dem Schnitt haftet der ausgeschnittene, 
interessierende Probenbereich dann noch an seinem Unter- 
grund bzw. liegt auf dem Objekttrager auf Daher wird in ei- 
nem zweiten Schritt ein zusatzlicher Laserschuss auf den in- 
teressierenden Probenbereich gerichtet und dadurch der in- 40 
teressierende Probenbereich in Richlung des Laserstrahls in 
ein AuffanggefaB geschleudert. Wegen des Herausschleu- 
dems des ausgeschnittenen, interessierenden Probenbe- 
reichs wird daher das Verfahren inFachkreisen kurz als "La- 
serkatapulting" bezeichnet. 45 
[0005] Ein Nachteil des Verfahrens tritt schon beira ersten 
Verfahrensschritt auf. Kurz bevor die Schnittlinie geschlos- 
sen ist, ist das ausgeschnittene Objektfeld nur noch mit ei- 
nem schmalen Steg mit der umgebenden Probe verbunden. 
Bedingt durch elektrische Aufladung oder durch mechani- 50 
sche Spannung im Steg, klappt in diesem Stadium des 
Schnitts der ausgeschnittene, interessierende Probenbereich 
haufig weg, d. h. aus der Fokusebene des Laserstrahls her- 
aus Oder hinter die verbleibende Tragerfolie. Eine Fertigstel- 
lung des Schnitts des weggeklappten, ausgeschnittenen Pro- 55 
benbereichs und ein Weitertransport mittels Laserschuss ist 
damit erschwert oder sogar unmoglich. 
[0006] Ein weiterer Nachteil des Verfahrens liegt darin, 
dass in der Praxis fiir den zweiten Verfahrensschritt, den la- 
serinduzierten Transport, der I^er defokussiert werden 60 
muss. Das heifit, das bei Laborarbeiten zum Entfemen jedes 
einzelnen ausgeschnittenen Objektfelds jedes Mai der Laser 
defokussiert werden muss (z. B. durch Hdhenverstellung 
des die I*robe tragenden Probentisches), der einzelne 
"IVansport-Schuss" durchgefiihrt wird und danach zur wei- 65 
teren Bearbeitung der Probe der Laser wieder fokussiert 
werden muss. Diese Vorgehensweise ist fiir den Anwender 
insbesondere bei Laboruntersuchungen mit einer \^elzahl 
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von Schnitten umstandlich und zeitraubend. 
[0007] Es ist daher Aufgabe der Erfindung, ein Verfahren 
zur Laser-Mikrodissektion anzugeben, welches ein sicheres 
und komfortables Ausschneiden eines Objektfeldes aus ei- 
ner Probe erlaubt. 

[00(^] Diese Aufgabe wird gelost durch ein Verfahren zur 
Laser-Mikrodissektion interessierender Probenbereiche ei- 
ner Probe, die auf einem Probenhalter aufgebracht ist, wel- 
ches folgende Verfahrensschritte aufweist: 

a) Schneiden mit einem fokussierten Laserstrahl mit 
einer delinierten Schnittbreite endang einer oflfenen, 
den interessierenden Probenbereich weitgehend um- 
schlieBenden Schnittlinie, wobei zwiscben Anfang und 
Ende der Schnittlinie ein stabiler Steg definierter Breite 
sehen bleibt, Ober den der interessierende Probenbe- 
reich mit der umgebenden Probe verbunden isL 

b) und Durchtrennen des Stegs mit einem einzigen, 
auf den Steg gerichteten ILaserimpuls eines fokussier- 
ten Laserstrahls mit gegeniiber dem vorausgegangenen 
Schneiden verbreiterter Schnittbreite, wobei nach dem 
Durchtrennen der interessierende Probenbereich durch 
Einwirkung der Scbwerkraft berabfallt. 

[0009] Bei diesem Verfahren erweist es sich als vorteil- 
haft, wenn die definierte Schnittbreite beim Schneiden deut- 
lich schmaler ist als die Schnittbreite des Laserstrahls beim 
Durchtrennen des Stegs. Die definierte Schnittbreite beim 
Schneiden kann durch Abschwachung der Laserintensitat 
gegeniiber der Laserintensitat beim Durchtrennen des Stegs 
erzeugt werden. In diesem Fall kann zum Durchtrennen des 
Stegs eine Laserimpuls mit voUer Leistung des Lasers er- 
zeugt werden. 

[0010] Ebenso kann die Apertur des Laserstrahles mittels 
einer Blende verringert werden. Dadurch andert sich die 
Schnittbreite des Laserstrahls auf der Probe. Als besonders 
wiricungsvoU erweist es sich, wenn die Schnittbreite des La- 
serstrahls beim Durchtrennen des Stegs mindestens der 
Breite des Stegs entspricht. Mit Vorteil wird d«r einzelne La- 
serimpuls auf die Mitte des Stegs gerichtet. 
[0011] In einer vorteilhaften Ausgestaltung des erfin- 
dungsgemaBen Verfahrens wird eine Vorrichtung zur Laser- 
Mikrodissektion verwendet, welche ein sicheres Ausschnei- 
den eines Objektfeldes aus einer Probe erlaubt und auf ein 
Defokussieren des Laserstrahls zum Abtransport der Probe 
verzichtet. Die verwendete Vorrichtung besteht aus einem 
Mikroskop, das mindestens ein eine optische Achse definie- 
rendes Objektiv aufweist, das zur Betrachtung einer Probe 
mit einem interessierenden Probenbereich dient, auBerdem 
einem Laser, der einen Laserstrahl erzeugt, und mindestens 
einem optischen System, das den Laserstrahl in das Objektiv 
einkoppelt, zusatzUch folgende Merkmale aufweist: 

a) eine Schnittlinien-Steueningseinheit, die dem Mi- 
kroskop zur Erzeugung einer Relativbewegung zwi- 
scben dem Laserstrahl und der Probe zugeordnet ist, 

b) und Mittel zum Durchtrennen des Stegs, mit wel- 
chen die Schnittbreite des Laserstrahls veigroBert und 
ein einziger fokussierter Laserimpuls auf den Steg ge- 
richtet wird. 

[0012] Bisher gait es in Fachkreisen allgemein als unmog- 
lich, einen ausgeschnittenen, interessierenden Probenbe- 
reich ohne Laserkatapuldng aus einer Probe zu entfemen. 
Das erfindungsgemSBe Verfahren bietet nun erstmals die 
Moglichkeit, einen interessierenden Probenbereich auszu- 
schneiden und diesen ohne materialschadigenden Laserbe- 
schuss von der Probe zu trennen. 
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[0013] Dazu wild das Laserschneiden der Probe in zwei 
Verfahrensschritten mil unterschiedlichen Laserparametem 
bzw. unterschiedlichen Schnittbreiten des Laserstrahls vor- 
genommen. Entscheidend hierfiir ist eine geeignete Prapara- 
tion der Proben. Dazu werden die zu unlersuchenden Pro- 5 
ben, aus denen interessierende Probenbereiche ausgeschnit- 
ten werden sollen, auf sehr dunne KunststofF-Filme prapa- 
riert. Die Dicke dieser Kunststoff-Filme liegt in der GroBen- 
ordnung zwischen 1 bis 2 pm. Es konnen beispielsweise 
PET-Filme verwendel werden. Die besten Schnitteigebnisse 10 
warden jedoch mil PEN-Filmen erzielt. Damit ist es mog- 
lich, einen schmalen und zugleich stabilen Steg zu erzeugen. 
Es bat sich als besondm giinstig fiir das Verfahren erwie- 
sen, wenn die Breite des Stegs ungefahr der drei- bis funffa- 
chen Schnittbieite des Laserstrahls beim Schneiden ent- is 
spricht. Die KunststoCf-Inlme sind in bekannter Weise iiber 
einen Probenhalter gespannt. Dies kann z. B. ein laboriibli- 
cher Objekttrager aus Glas sein. Andere Probenhalter 
(Form. Material) sind jedoch denkbar. Der Ptobenhalter 
liegt auf einem xy-Hsch auf, der es erlaubt, unterschiedliche 20 
Probenbereiche zu betrachten und schiedliche Probenberei- 
che zu betrachten und auszuwablen. Die Vorrichtung weist 
ublicherweise mindestens ein Behaltnis zum Auffangen ei- 
nes ausgeschnittenen, interessierenden Probenbereichs in 
der Nahe bzw unterhalb der Probe auf. 25 
[0014] Eine Ausfuhrungsforra der verwendeten Vorrich- 
tung weist einer feststehenden Laserstrahl auf. Die Schnitt- 
Unien-Steuerungseinheit umfasst dabei einen verfahrbaren 
xy-Tisch, welcher beim Schneiden die Probe relativ zu dem 
feststehenden Laserstrahl bewegt. Dabei werden sehr hohe 30 
Anforderungen an die Positioniergenauigkeit des xy-Ti- 
sches gesteUt, um eine exakte SchnittHnie und einen Steg 
geeigneter Breite zu erzeugen. Der xy-TLsch wird vorzugs- 
weise motorisch verfahren. 

[0015] In einer anderen Ausfiihrungsform der verwende- 35 
ten Vorrichtung umfasst die Schnittlinien-Steuerungseinheit 
eine Laser-Scan-Einrichtuhg, welche beim Schneiden den 
Laserstrahl relativ zu einer feststehenden Probe bewegt. 
Dazu wird beim Schneiden der xy-Hsch mit dem aufliegen- 
den Probenhalter und der Probe nicht verfahren. Die 40 
Schnittlinie entsteht ausschlieBIich durch Ablenken des La- 
serstrahls iiber die Probe. 

[0016] Besonders vorteiUiaft ist eine Ausfuhrungsform 
der verwendeten Vorrichtung, in welcher dem Laser eine 
Laser-Steuerungseinheit zugeordnet ist, welche die Be- 45 
triebsparameter des Lasers steuert. Diese Betriebsparameter 
sind bespielsweise die Laser-Leistung, die Laser-Apertur, 
welche die Laser-Schnittbreite bestimmen. Zusatzlich kann 
eine Autofokusvorrichtung fiir den Laser voigesehen sein, 
die fiir einen sauberen Schnitt eine sichere Fokussierung 30 
auch bei unterschiedlich dicken Proben sicherstellt. 
[0017] In einer and^en vorteilhaften Ausfiihrungsfonn ist 
dem Mikroskop ein Rechner zugeordnet, der zur Steuerung 
der Schnittlinien-Steuerungseinheit und der Laser-Steue- 
rungseinheit eingesetzt wird. Dadurch ist eine Automatisie- SS 
rung des gesamten Verfahrens moglich. 
[0018] In anderen Ausfiihrungsformen der verwendeten 
Vorrichtung sind Mittel zur Auswahl der Schnittlinie oder 
Mittel zur Auswahl der Schnittlinie und der Lage des Stegs 
durch einen Benutzer vorgesehen. Zusatzlich konnen Mittel 60 
zur Auswahl der Breite des Stegs und zur Auswahl der Lage 
des Stegs durch einen Benutzer vorgesehen sein. Durch 
diese Auswahlmoglichkeit kann der Benutzer vor dem 
Schneiden den richtigeri interessierenden Probcnberdch ge- 
zielt auswahlen und zugleich wichtige Stellen der ftobe vor 65 
Beschadigungen schiitzen. Indem der Benutzer beispiels- 
weise die Schnittlinie auf unkritische Zellstrukturen der 
Probe legen kann, werden kritische, interessierende Zell- 




506 CI 

4 

strukturen innerhalb des interessierenden Probenbereichs 
beim Schneidra geschutzL 

[0019] In einer weiteren Ausfuhrungsform sind dem Mi- 
kroskop Mittel zu automatischen VergroBerung der Schnitt- 
breite des Laserstrahls und zur automatischen Durchfuhrung 
eines einzelnen, auf den Steg gericbteten Laserimpulses mit 
dieser Schnittbreite zugeordnet 

[0020] Das erfindungsgemaSe Verfahren besitzt den Vor- 
teil, dass ein Wegklappen des interessierenden Probenbe- 
reichs beim Schneiden ausgeschlossen ist Dadurch ist ein 
problemloses Schneiden der Probe moglich. AuBerdem ist 
mit dem Durchtrennen des Stegs zugleich eine zuverlassige 
Trennung des ausgeschnittenen, interessierenden Ptobenbe- 
reichs von der Probe moglich. Der ausgeschnittene, interes- 
sierende Probenbereich braucht dann nur noch aufgefangen 
werden. Hne Automatisierung des Verfahrens und der Vor- 
richtung ermoglicht einen Einsatz im routinemafiigen La- 
boibetrieb. 

[0021] Der wesentliche Vorteil des Verfahrens besteht je- 
doch darin, dass sowohl das Schneiden als auch das Durch- 
trennen des Stegs mit einem auf die Schnittlinie bzw. den 
Steg fokussierten Laserstrahl erfolgt. Dadurch ist der von 
der Schnittlinie imaschlossene, interessierende Probenbe- 
reich wahrend beider Verfahrensschritte vor moglicher 
Schadigung durch Laserbestrahlung geschtitzt Auf diese 
Weise wird gegeniiber bisher bekannten Verfahren keine La- 
serstrahlung auf den interessierenden Probenbereich gerich- 
tet Dies ist gerade bei biologischen Proben ein sehr wichti- 
ger Aspekt da auf diese Weise strahlungsbedingte Verande- 
rungen der Zellstrukturen oder der genetischen Informatio- 
nen innerhalb des interessierenden Probenbereichs ausge- 
schlossen sind. Fiir den Laborbetrieb erweist sich auBerdem 
als vorteilhaft, dass das erfindungsgemaBe Verfahren ohne 
wiederholtes und damit zeitraubendes Fokussieren und De- 
fokussieren arbeitet 

[0022] Das Verfahren wird nachfolgend anhand der sche- 
matischen Zeichnung genauer beschrieben. Es zeigen: 
[0023] Fig. 1 eine zur Durchfuhrung des Verfahrens ver- 
wendete Vorrichtung zum Laserschneiden mit einem festste- 
henden Laserstrahl; 

[0024] Fig. 2 eine Probe mit einer erfindungsgemaBen 
Schnittfuhrung um einen interessierenden Probenbereich; 
[0025] Fig. 3 eine andere verwendete Vorrichtung zum 
Laserschneiden mit einem beweglichen Laserstrahl. 
[0026] In den Figuren sind gleiche Vorrichtung selemente 
mit denselben Bezugsziffem bezeichnet 
[0027] In Fig. 1 ist eine Vorrichtung zum Laserschneiden 
dargestellt, welche mit einem feststehenden Laserstrahl und 
einer relativ dazu bewegten Probe arbeitet Sie weist ein Mi- 
kroskop 1 mit einem motorisch verfahrbaren xy-Hsch 2 auf. 
Der xy-Hsch 2 dient zur Aufnahme eines Probenhalters 3, 
auf dem eine zu untersuchende bzw. zu schneidende Probe 4 
ist aufgebracht ist. Ferner ist ein Beleuchtungssystem 5 so- 
wie ein leaser 6 vorgesehen, der einen Laserstrahl 7 erzeugt, 
der zum Schneiden der Probe 4 auf diese fokussiert wird. 
Der xy-Hsch 2 dient als Schnittlinien-Steuerungseinheit 
und erzeugt wShrend des Schneidvoigangs eine Reladvbe- 
wegung zwischen dem Laserstrahl 7 und der Probe 4. 
[0028] Bei dem dargestellten Mikroskop 1 handelt es sich 
um ein Durchlicht-Mikroskop, bei dem das Beleuchtungssy- 
stem 5 an einem Mikroskopstativ 8 unterhalb des xy-Tisches 
2 und der Probe 4 angeordnet ist Mindestens ein Objektiv 9 
des Mikroskops 1 ist oberhalb des xy-Tisches 2 und der 
Probe 4 angeordnet Das Objektiv 9 definiert eine optische 
Achse 10, die mit der optischen Achse des Beleuchtungssy- 
stems 5 fluchtet. 

[0029] In dieser beschriebenen Anordnung wird die Probe 
4 mit einer Durchlicht-Beleuchtung betrachtet. Das Laser- 
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schneiden koante ebenso auch mit einem inversen Mikro- 
skop ausgefuhrt werden, bei dem das Beleuchtungssystem 5 
oberhalb des xy-Tisches 2 und das mindestens eine Objektiv 
9 unterhalb des xy-Hsches 2 angeordnet isL 
[0030] Das von dem Beleuchtungssystem 5 ausgestrahlte 5 
Licht wird durch einen Kondensor 11 von unten auf den auf 
dem xy-Hsch 2 angeordneten I*robenhalter 3 niit der Probe 
4 gerichteL Das die Probe 4 durchdringende Licht gelangt 
zum Objektiv 9 des Mikroskops 1. Innerhalb des Mikro- 
skops 1 wird das Licht uber nicht daigestellte Linsen und lO 
Spiegel mindestens eioem Okular 12 des Mikroskops 1 zu- 
geleitet, durch welches ein Bediener die auf dem xy-Hsch 2 
angeordnete Probe 4 betrachten kami. 
[0031] Im Mikroskopstativ 8 des Mikroskops 1 ist ein op- 
tisches System 13 in der optischen Achse 10 des Objektivs 9 is 
vorgesehen. Das optische System 13 kann z. B. ein dichro- 
madscher Tbiler sein. Femer ist es denkbar, dass das opti- 
sche System 13 aus mehreren optischen Bauteilen besteht. 
Dies ist dann der Fall, weim der Laserstrahl 7 mehrf acb um- 
gelenkt werden muss. Femer ist im Laserstrahl 7 eine 20 
Blende 14 vorgesehen, mit welcher der Durchmesser des 
Laserstrahls 7 in entsprechender Weise beschrankt werden 
kann. Die Blende 14 kann z. B. als eine Festblende ausgebil- 
det sein. In einer vorteilhaften Ausfuhrungsform konnen 
mehrere Festblenden 14 auf einer Revolverscheibe oder ei- 25 
nem Linearschieber angeordnet sein, um eine dieser Fest- 
blenden als die jeweils erforderliche Blende 14 in den Strah- 
lengang einzubringen. Das Einbringen in den Laserstrahl 7 
kann manuell durch den Benutzer oder motorisch durchge- 
fiihrt werden. 30 
[0032] In der hier daigestellten Ausfuhrungsform ist die 
Blende 14 als eine Varioblende, beispielsweise als eine Iris- 
blende, ausgebildet, deren Durchmesser uber einen Blen- 
den-Motor 15 gesteuerl wird. Der Blenden-Motor 15 erhalt 
von einem Rechner 16 die notigen Steuersignale zum Ein- 35 
stellen des erforderlichen Blendendurchmessers. 
[0033] Das Mikroskop 1 isl femer mit einer Kamera 17 
versehen, die ein Bild von der zu schneidenden Probe 4 auf- 
nimmt. Dieses Bild ist auf einem Monitor 18 darstellbar, der 
mit dem Rechner 16 verbunden ist. Das System aus Rechner 40 
16, Kamera 17 und Monitor 18 kann dazu verwendet wer- 
den, urn den mit dem Laser 4 durchgefuhrten Schneidevor- 
gang zu beobachten und zu uberwachen. So kann der Rech- 
ner an den Laser Triggersignale zur Auslosung von Laser- 
impulsen und zur Steuemng der Laserleistung abgeben, den 45 
Blenden-Motor 15 ansteuera und eine (nicht dargestellte) 
Autofokuseinrichtung fur den Laser 6 ansteuem. 
[0034] Femer kann auf dem Monitor 18 der auszuschnei- 
dende, interessierende Probenbereich der Probe 12 mittels 
eines Mauszeigers umfahren werden. Die Lage des Stegs 50 
kann durch eine Software im Rechner 16 automatisch be- 
stimmt werden. Es erweist sich jedoch als vorteilhaft, wenn 
ein Benutzer auch die Lage des Stegs mittels Mausclick vor- 
besdmmen kann. Entlang der so gekennzeichneten Schnitt- 
linie wird dann der Schneidevorgang mittels des Lasers 6 55 
ausgefuhrt. 

[0035] Unterhalb der Probe 4 ist mindestens ein Auffang- 
behaltnis 19 zum Auffangen des ausgeschnittenen, interes- 
sierenden Probenbereichs angeordnet. 

[0036] AnhandFig.2 wirdnachfolgenddaserfindungsge* 60 
mSfie Verfahren beschrieben. 

[0037] Dargestellt ist ein Kamerabild einer Probe 4 mit ei- 
ner Vielzahl von Zlellen 22. Ungefahr in der Mitte der Probe 
4 liegt ein interessierender Probenbereich 23, in dem eine 
abweichende Zellstruktur 24, z. B. eine mutmaBliche Krebs- 65 
zelle oder eine Zelle mit einem interessierenden genedschen 
Code, liegt. Dieser interessierende Probenbereich 23 soil fiir 
weitere Untersuchungen aus d^ Probe 4 entnommen wer- 
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den. 

[0038] Dazu wird von einem Benutzer unter Benutzung 
einer entsprechenden Software mittels einer Coraputennaus 
im Kamerabild eine gewunschte Soll-Schnitllinie fur den 
durchzufuhrenden Schneidvorgang markiert, AuBerdem 
wird die gewunschte Lage des Stegs maridert Die Breite 
des Stegs kaim durch den Benutzer voigegeben werden. Es 
besteht jedoch auch die Moglichkeit, die Stegbreite in Ab- 
hangigkeit von den aktuellen Laserparametem durch den 
Rechner 16 ermitteln zu lassen. 

[0039] Entsprechend der aktuell eingestellten Schnia- 
breite des Laserstrahls 7 wird mit dem Rechner 16 zu der de- 
finierten Soll-SchnittUnie eine Anzahl von SoUpositionen 
des Laserstrahls 7 auf der Probe 4 berechnet, wobei die an- 
einander gereihten SoUpositionen des I^aserstrahls 7 die ge- 
wUnschte Soll-Schnittlinie ergeben. Lediglicb fiir den defi- 
nierten Steg wird nur eine zentrale SoUposidon berechnet. 
[0040] Zum \^rbereiten des Schneidvoigangs wird dann 
eine schmale Schnittbreite des Laserstrahls 7 eingestellt. 
Beim Schneiden wird dann der xy-Hsch 2 schrittweise so 
verfahren, dass der Laserstrahl 7 nacheinander an den be- 
rechneten SoUposidon auf die Probe 4 auftrifift, wobei die 
SoUposidon fiir den Steg 26 zunachst ausgelassen wird. In 
jeder SoUposition wird von dem Rechner 16 jeweils ein 
Triggersignal erzeugt, an den Laser 6 gesendet und von die- 
sem entsprechend ein Laserimpuls abgestrahlt. Auf diese 
Weise wird mit dem Laser 6 um den interessierenden Pro- 
benbereich 23 die dargestellte, nicht geschlossene Schnittli- 
nie 25 erzeugt. Der interessierende Probenbereich 23 ist 
dann nur noch durch den stabilen Steg 26 mit der umgeben- 
den Probe 4 verbunden. 

[0041] Zum Vorbereiten des Durchtrennens des Stegs 26 
wird dann die Schnittbreite des Laserstrahls 7 deutlich ver- 
breitert. Sie kann beispielsweise auf die maximal mogliche 
Schnittbreite eingestellt werden. Es hat sich aUerdings als 
vorteilhaft erwiesen, wenn die Schnittbreite zum Durchtren- 
nen des Stegs 26 an die Breite des Stegs 26 angepasst wird. 
Dazu muss die Schnittbreite mindestens der Breite des Stegs 
26 entsprechen. 

[0042] Im letzten Verfahrensschritt wird dieser Steg 26 
mit einem auf seine Mitte gerichteten Laserimpuls durch- 
trennt. Dabei handelt es sich um einen Schneidvorgang mit 
einem einzelnen Laserimpuls, wobei der Laser 6 ebenso fo- 
kussiert bleibt wie bei dem vorangegangen Schneiden der 
SchnittUnie 25. Der auf diese Weise dissektierte, interessie- 
rende Probenbereich 23 faUt in ein darunter angeordnetes 
AuffanggefaB herab. 

[0043] Da sowohl das Schneiden der SchnittUnie 25 als 
auch das Durchtrennen des Stegs 26 mit einem fokussierten 
Laserstrahl 7 erfolgt, ist der interessierende Ptobenbereich 
23 wahrend beider Verfahrensschritte vor mogUcher Schadi- 
gung durch Laserbestrahlung geschiitzt. 
[0044] Fig, 3 zeigt ein Laser-Mikro-Dissekdonsgerat zur 
Durchfuhrung des erfindungsgemafien Verfahrens, welches 
beim Schneiden einen Laserstrahl uber eine festgehaltene 
Probe bewegt. 

[0045] Das Laser-Mikro-Dissektionsgerat umfasst ein Mi- 
kroskop 1 nut einem verfahrbaren xy-Hsch 2, auf dem ein 
Probenhalter 3 angeordnet ist. An der Unterseite des Pro- 
ben halters 3 befindet sich eine zu schneidende Probe 4. Un- 
t^ dem xy-Hsch 2 sind ein Beleuchtungssystem 5 und ein 
Kondensor 11 angeordnet, der die Probe 4 beleuchtet Der 
xy-Hsch 2 wird wahrend des Schneidvorgangs horizontal, 
also in x-Richtung und in y-Richtimg, nicht verfahren. Un- 
t^halb der Probe 4 ist mindestens ein AuffangbehSltnis 19 
zum Auffangen des ausgeschnittenen, interessierenden Pro- 
benbereichs angeordnet. 

[0046] Von einem Laser 6, in diesem Bdspiel ein UV-La- 
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ser, geht ein Laserstrahl 7 aus, der in einen Beleucbtungs- 
strahlengang 20 eingekoppelt wird. In dem Beleuchtungs- 
strahlengang 20 ist eine Laser-Scan-Einrichtung 31 ange- 
ordneL Der Laserstrahl 7 duichlMuft die Laser-Scan-Einrich- 
tung 31 und gelangt iiber ein optisches System 13 zu einem s 
Objeloiv 9, das den Laserstrahl 7 auf die Probe 4 fokussiert. 
Das opdsche System 13 ist mit Vorteil als dichromatischer 
Teller ausgefiihrt, durch den ein von der Probe 4 durch das 
Objektiv 9 ausgehender Abbildungsstrahlengang 21 zu min- 
destens einem Okular 12 gelangt. lO 
[0047] Die Einstellung der Laser-Scan-Einrichtung 31 
und damit die VersteUung des Laserstrahis 7 auf der Probe 4 
erfolgt in dieser Ausfiihrungsform mit einem der Laser- 
Scan-Einrichtung 31 zugeordneten Motor 32, einer Steue- 
rungseinheit 33 und einem Rechner 16. Der Motor 32 ist mit is 
der Steuerungseinheit 33 veibundenen, welche die Steuersi- 
gnale zur Ansteuerung des Motors 32 liefert Die Steue- 
rungseinheit 33 ist mit dem Rechner 16 veibundeo, an den 
ein Monitor 18 angeschloss^ ist. Auf dem Monitor 18 wild 
das von einer Kamera 17 aufgenommene Bild der Probe 4 20 
dazgestellL Mittels einer Rechner-Maus (nicht daigesteUt) 
Oder einer anderen beliebigen Cursorsteuerungseinrichtung 
kann auf dem Monitor 18 in dem Kamerabild eine ge- 
wunschte Soll-Schnittlinie definiert werden. Der Rechner 16 
ist auBerdem mit der Laserlichtquelle 6 verbunden und He- 25 
fert diesem nur dann Triggersignale zum Auslosen von La- 
serimpulsen, wenn ein Schnitt durchgefuhrt wird. 
[0048] Die Laser-Scan-Einrichtung 31 selbst dient als 
Schnittlinien-Steuerungseinheit, die wahrend des Schneid- 
vorgangs eine Reladvbewegung zwischen dem Laserstrahl 7 30 
und der Probe 4 erzeugt. Die Fokussierung des Laserstrahis 
7 kann durch manuelles Verfahren des xy-Tisches 2 in der 
Hdhe bei gleichzeitiger visueller KontroUe des Kamerabil- 
des durch einen Benutzer erfolgen. Bedienungsfreundhcher 
ist jedoch eine Ausfuhrungsform der Vorrichtung, die eine 35 
Autofokus-Vorrichtung (nicht dargestellt) fur den Laser- 
strahl 7 umfasst. 

[0049] Durch Ansteuerung der Laser-Scan-Einrichtung 31 
erscheint der Laserstrahl 7 am Ausgang der Laser-Scan-Ein- 
richtung 31 unter verschiedenen Ablenkwinkeln, Dabei 40 
kann der Laserstrahl 7 durch Variadon des Ablenkwinkels 
auf bell ebige Positionen auf der Probe 4 gefuhrt werden, die 
innerhalb des Sehfeldes des Objektivs 10 hegen. 
[0050] In dem ersten Verfahrensschritt wird durch geeig- 
nete Ansteuerung der Laser-Scan-Einrichtung 31 mit einem 45 
LasersUrahl 7 mit geringer Schnittbreite auf der Probe 4 eine 
offene SchnittUnie erzeugt, wobei ein stabiler Steg 26 stehen 
bleibt. Dazu muss die schmale Schnittbreite vorher bereits 
eingestellt sein. 

[0051] E)ie Schnittbreite eines Lasers in einer Probe hangt 50 
ab von den Laserparametem, wie z. B. Laserleistung und 
Apertur des Laserstrahis 7. Diese Schnittbreite wird vorher 
besdmmt oder ist in Abhangigkeit von den Laserparametem 
in einer Tabelle im Rechner 16 abgelegt. Entsprechend der 
aktuellen eingestellten Schnittbreite wird zu der definierten 55 
Soll-Schnittlinie eine Anzahl von SoUposidonen des Laser- 
strahis auf der Probe 4 berechnet, wobei die an^nander ge- 
reihten Sollix>sidonen des Laserstrahis 7 die gewunschte 
SoU-SchniuUnie eigeben. 

[0052] Dann werden auf der Probe 4 nacheinander die 60 
Sollpositionen mit der Laser-Scan-Einrichtung 31 angefah- 
ren. Jedes Mai, wenn die Sollposition des Laserstrahis 7 auf 
der Probe 4 mittels der I^er-Scan-Einrichtung 31 vorberei- 
tet bzw. eingestellt wurde, liefert der Rechner 16 TViggersi- 
gnale zum Ausldsen von Laserpulsen an die Laserlicht- 65 
quelle 6. Auf diese Weise wird schrittweise die offene 
Schnittlinie erzeugt, wobei ein stabiler Steg stehen bleibt. 
[0053] Als Vorbereitung zum Durchtrennen des Stegs 
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wird dann die Schnittbreite des Laserstrahis 7 deutlich brei- 
ter eingestellt. Sie sollte jedoch mindestens der Breite des 
Stegs entsprechen. Der Laserstrahl 7 bleibt auch in diesem 
zweiten Verfahrensschritt fokussiert. Es wird zum Durch- 
trennen des Stegs nur ein einzelner Laserimpuls erzeugt, 
wobei der kurzzeidg erzeugte Laserstrahl 7 voizugsweise 
auf die Mitte des Stegs gerichtet ist. 

[0054] Nach dem Durchtrennen des Stegs ist der interes- 
sierende Probenbereich von der Probe 4 vollstandig getrennt 
und fallt unter Einwirioing der Schwerkraft in das darunter 
angeordnete Auffangbehalmis. 

Patentanspriiche 

1. Verfahren zur I^aser-Mikrodissekdon interessieren- 
der Probenboreiche (23) einer Probe (4), die auf einem 
Probenhalter (3) aufgebracht ist, gekennzeiclinet 
durch folgende Schritte: 

a) Schneiden mit einem fokussierten Laserstrahl 
(7) mit einer definierten Schnittbreite endang ei- 
ner offenen, den intoressierenden I'robenbeieich 
(23) weitgehend umschlieBenden Schnittlinie 
(25), wobei zwischen Anfang und Ende der 
Schnittlinie (25) ein stabiler Steg (26) definierter 
Breite stehen bleibt, iiber den der interessierende 
Probenbereich (23) mit der umgebenden Probe (4) 
verbunden ist, 

b) und Durchtrennen des Stegs (26) mit einem 
einzigen, auf den Steg (26) gerichteten Laserim- 
puls eines fokussierten Laserstrahis (7) mit gegen- 
uber dem vorausgegangenen Schneiden vergro- 
Berter Schnittbreite, wobei nach dem Durchtren- 
nen der interessierende Probenbereich (23) durch 
Einwirkung der Schwerkraft herabfallt. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net dass die definierte Schnittbreite beim Schneiden 
deutlich schmaler ist als die Schnittbreite des Laser- 
strahis (7) beim Durchtrennen des Stegs (26). 

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net dass die definierte Schnittbreite beim Schneiden 
durch Abschwachung der Laserintensitat gegeniiber 
der Laserintensitat beim Durchtrennen des Stegs (26) 
erzeugt wird. 

4. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net dass die Schnittbreite des Laserstrahis (7) beim 
Durchtrennen des Stegs (26) mindestens der Breite des 
Stegs (26) entspricht. 

5. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net dass der Laserimpuls auf die Mitte des Stegs (26) 
gerichtet wird. 

6. Verfahren nach einem der Ansprfiche 1 bis 5, da- 
durch gekennzeichnet, dass eine Vorrichtung zum La- 
serschneiden der Ptoben (4) verwendet wird, die fol- 
gende Merkmale aufweist: 

a) ein Mikroskop (1) mit mindestens einem eine 
opdsche Achse (10) definierenden Objekdv (9) 
zur Betrachtung einer Probe (4) mit einem interes- 
sierenden Probenbereich (23), 

b) einen Laser (6), der einen Laserstrahl (7) er- 
zeugt, und 

c) mindestens ein optisches System (13), das den 
Laserstrahl (7) in das Objektiv (9) einkoppelt, 

d) wobei dem Mikroskop (1) eine Schnittlinien- 
Stieuerungseinheit (2; 31) zur Erzeugung einer Re- 
ladvbewegung zwischen dem Laserstrahl (7) und 
der Probe (4) zugeordnet ist zur Erzielimg einer 
offenen, den interessierenden Probenbereich (23) 
weitgdiend umschlieBenden Schnittlinie (25), 
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wobei zwischen Anfang iind Ende der Schnittlinie 

(25) ein stabiler Steg (26) definierter Breile stehen 
bleibt, iiber den der interessierende F*robenbereich 
(23) mit der umgebenden Probe (4) verbunden isu 

e) und wobei Mittel zum Durchtrennen des Stegs 5 

(26) vorgesehen sind, rail welchen die Schniu- 
breite des Laserstrahls (7) vergroBert und ein ein- 
ziger fokussierter Laserimpuh auf den Steg (26) 
gerichtet wird, welcher den Steg (26) durchtrennt. 

7. Verfahren nach Anspnich 6, dadurch gekennzeich- lO 
net, dass der Laserstrahl (7) feststehend ist und die 
Schnittlinien-Steueningseinheit einen verfahrbaren xy- 
Hsch (2) umfasst, welcher beim Schneiden die Probe 
(4) relativ zu dem feststehenden Laserstrahl (7) be- 
wegt. IS 

8. Verfahren nach Ansprucb 6, dadurch gekennzeich- 
net, dass die Schnittlinien-Steuerungseinheit eine La- 
ser-Scan-Einrichtung (31) umfasst, welche beim 
Schneiden den Laserstrahl (7) relativ zu einer festste- 
henden Probe (4) bewegt. 20 

9. Verfahren nach Ansprucb 6, dadurch gekennzeich- 
net, dass dem Laser (<0 eine Laser-Steuerungseinheit 
zugeordnet ist, welche die Betriebsparameter des La- 
sers (6) steuerL 

10. Verfahren nach Anspnich 6, dadurch gekennzeich- 25 
net, dass dem Laser (6) eine Autofokusvorrichtung fUr 
den Laserstrahl (7) zugeordnet ist. 

11. Verfahren nach Anspnich 9, dadurch gekennzeich- 
net, dass dem Mikroskop ein Rechner (16) zur Steue- 
rung der Schnittlinien-Steuerungseinheit (2; 31) und 30 
der Laser-Steuerungseinheit zugeordnet ist. 

12. Verfahren nach Anspnich 6, dadurch gekennzeich- 
net, dass dem Mikroskop Mittel zu automatischen Ver- 
groBerung der Schnittbreite des Laserstrahls (7) und 
zur automatischen Durchfvihrung eines einzelnen, auf 35 
den Steg (26) gerichteten Laserimpulses mit dieser 
Schnittbreite zugeordnet sind. 

13. Verfahren nach Anspnich 6, dadurch gekennzeich- 
net, dass Mittel zur Aus wahl der Schnittlinie (25) durch 
einen Benutzer vorgesehen sind. 40 

14. Verfahren nach Anspnich 6, dadurch gekennzeich- 
net, dass Mittel zur Auswahl der Breite des Stegs (26) 
durch einen Benutzer vorgesehen sind. 

15. Verfahren nach Anspnich 6, dadurch gekennzeich- 
net, dass Mittel zur Auswahl der Lage des Stegs (16) 45 
durch einen Benutzer vorgesehen sind. 
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